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RESUMO

MENDES, Gisele Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2022.
Influéncia dos estadios fenolégicos de crescimento e sazonalidade na atividade
antibacteriana de Piptadenia gonoacantha. Orientador: Camilo Amaro de Carvalho.
Coorientadoras: Silvia Almeida Cardoso e Catarina Maria Nogueira de Oliveira Sediyama.

As plantas medicinais, que tem seu potencial teraputico pouco explorados, sdo alternativas
para desacelerar a resisténcia bacteriana. Pesquisas mais complexas sdo necessarias para melhor
utilizacdo do material vegetal em novas formulacdes medicamentosas. Este trabalho € um
estudo experimental in vitro realizado pelo método de difusdo em meio s6lido com perfuracdo
em dgar que determinou a preparacdo do material vegetal, a atividade antibacteriana, a
concentragdo inibitéria minima (CIM) e teste de toxicidade. Todas as andlises citadas foram
realizadas usando o extrato hidroalcéolico da folha de Piptadenia gonoacantha, uma espécie
arbdérea amplamente distribuida por todo o Brasil que possui composi¢ao quimica promissora
para fins terapéuticos. O objetivo foi avaliar se a estacdo do ano e os estddios fenoldgicos
influenciam na agdo antibacteriana do extrato de P. gonoacantha. O extrato (500 mg/mL)
apresentou atividade antibacteriana para as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes e Pseudomonas putida. O extrato das folhas colhidas no inverno e em arvores com
diametro de tronco entre 5 e 10 cm apresentaram os melhores resultados, com halos de inibicao
> 8,0 mm em maior quantidade se comparado as demais. A CIM foi de 62,5 mg/mL para S.
aureus, 15,6 mg/mL para S. pyogenes € 31,2 mg/mL para P. putida. O extrato foi considerado
atoxico através do teste com Artemia salina. A partir dos resultados deste estudo, pode-se
concluir que a padronizacao da colheita das folhas de P. gonoacantha quanto a estagdo do ano
e classe diamétrica é muito relevante, uma vez que, influencia na acdo terapéutica. Sugere-se a
continuidade dos estudos da P.gonoacantha por apresentar resultados promissores para

inovacoes na drea de medicamentos.

Descritores: Antimicrobianos. Plantas Medicinais. Estacdes Climaticas. Testes de

Sensibilidade Microbiana. Testes de toxicidade.



ABSTRACT

MENDES, Gisele Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2022.
Influence of growth and seasonality phenological stages on the antibacterial activity of
Piptadenia gonoacantha. Adviser: Camilo Amaro de Carvalho. Co-advisers: Silvia Almeida
Cardoso and Catarina Maria Nogueira de Oliveira Sediyama.

Medicinal plants, whose therapeutic potential is largely unexplored, are alternatives to slow
down bacterial resistance. More complex research is needed for a better use of plant material in
new drug formulations. This work was an experimental in vitro study, conducted by the
diffusion method in solid medium with agar perforation, which determined the preparation of
plant material, antibacterial activity, minimum inhibition concentration (MIC), and toxicity test.
All the analyses mentioned were performed using the leaf extract of Piptadenia gonoacantha, a
tree species widely distributed throughout Brazil, that has a promising chemical composition
for therapeutic purposes. The objective was to evaluate whether the season and phenological
stages influence the antibacterial action of P. gonoacantha extract. The toxicity test was a
complement to advances in the stages of development of a possible drug. The extract showed
significant antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, and
Pseudomonas putida. The extract was considered nontoxic through the Artemia saline test.
From the results of this study, it can be concluded that the standardization of the harvest of P.
gonoacantha leaves is very relevant, as it influences the therapeutic action. It is suggested that
studies on P. gonoacantha be continued, as it shows promising results for innovations in the

field of medicine.

Descriptors: Antimicrobials. Medicinal Plants. Climate Seasons. Microbial Sensitivity Tests.

Toxicity Tests.
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1 INTRODUCAO

O desafio na descoberta de uma nova classe de antibiéticos ja dura mais de 30 anos, e
continua sem muitas perspectivas. Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (WHO, 2021),
descobrir um novo antibiético depende de grande apoio financeiro e investimento em pesquisas
por um longo periodo, o que reforca a urgéncia em novas tecnologias.

Atualmente, umas das alternativas para producao de farmacos € a producao de estruturas
moleculares totalmente sintetizadas em laboratdrio. Mas os diversos procedimentos e a taxa de
insucesso sdo um dos fatores que elevam o or¢camento da fabricagdo e comercializag@o. Isso
salienta o crescimento de técnicas, como as aplicadas na drea de biotecnologia, na producgdo de
medicamentos a base de plantas, que possuem complexidade metabdlica e ampla diversidade
de compostos, instigando ainda mais as pesquisas na area (CHAVES; SILVA; CORTEZ, 2021).

A biotecnologia € o conjunto de técnicas que permite implantar processos na industria
farmacéutica, no cultivo de mudas, no preparo de amostras, desenvolvimento de novos
farmacos entre outras bioatividades (GUSMAO; SILVA; MEDEIROS, 2017). Em paralelo com
o desenvolvimento de inovacdes antibacterianas, medidas de politicas publicas, como o uso
racional e a correta prescricdo de antibidticos, prevencdo de infec¢des e igualdade na
distribuicao dos medicamentos, se fazem necessarias para o combate a resisténcia bacteriana
frente as inovagdes (WHO, 2017). Isso se torna particularmente importante ao considerar os
impactos causados pela baixa eficiéncia dos medicamentos, tanto na parte econdmica, devido
ao prolongamento da assisténcia hospitalar e do tratamento, quanto na qualidade de vida dos
pacientes e mortalidade (HALUCH et al., 2020).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 2018) as plantas
medicinais correspondem a espécies vegetais, cultivadas ou ndo, utilizadas com propdsitos
terapéuticos. O Ministério da Satide (MS), por meio de politicas nacionais e internacionais, tem
incentivado a medicina tradicional, a medicina complementar e alternativa (MT/MCA) e seus
produtos, a fazerem uso de plantas medicinais e da fitoterapia na Atencdo Bésica. Com isso, o
MS tem por objetivo ampliar a oferta e o acesso da populagdo a produtos fitoterdpicos que, de
forma segura e uso racional, contribui para uma pratica mais econdmica, visando uma melhor
atencao a saude da populacao.

Diante do exposto, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no
Sistema Unico de Sadde (SUS), aprovada em 2006, corrobora com as recomendagdes da
Organiza¢dao Mundial da Saide (OMS) e propde a implantacao e adequacgdo de agdes e servigos,

dentre eles a utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapia no SUS (BRASIL, 2012).
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A acdo terapéutica das plantas se deve aos metabdlitos secundarios produzidos, cujos
teores e producdo podem sofrer variagdes na quantidade ou mesmo na natureza dos
constituintes ativos, a depender de caracteristicas do ambiente, como a época do ano em que €
coletada, o comprimento e tempo de vida da planta (CARDOSO et al., 2010; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; MOORE et al., 2014). Um ponto importante no estudo de principios ativos de
uma planta sdo os estadios fenoldgicos da cultura (ANDALORO et al., 1983), o que facilita a
transposicdo de informagdo sobre a cultura, tendo em vista que a duracao do ciclo reprodutivo
de cada vegetal é funcdo também da interacdo com os componentes do ambiente como
temperatura, e disponibilidade de dgua e luz, por exemplo.

A Piptadenia gonoacantha, objeto deste estudo, € uma espécie arbdrea, da familia
Fabaceae, nativa da Mata Atlantica no sul e sudeste do Brasil, popularmente conhecida como
“pau jacaré¢”, e comumente utilizada para o tratamento de distarbios inflamatérios
(CARVALHO et al., 2014). Estudos prévios com a P. gonoacantha demonstraram atividade
anti-inflamatdria, antinociceptiva (CARVALHO, 2012; FRANCO, 2018), antibacteriana, e
cicatrizante (RIBEIRO, 2018), bem como atoxicidade (FAUSTO, 2017). Frente ao exposto,
torna-se fundamental a sistematizacdo de técnicas para uma melhor comprovagao cientifica da
real utilizagao dos fitoterdpicos e validagao dos processos tecnoldgicos de cultivo, producao, e
sua utilizacdo nas formulacdes medicamentosas. Para tanto, este trabalho tem por objetivo
contribuir para um melhor conhecimento da espécie em estudo, visando avaliar a acao
antibacteriana in vitro sobre algumas cepas usando o extrato das folhas da P. gonoacantha
colhidas durante as quatro estacdes climaticas e classe diamétrica distintas.

A presente dissertacdo foi elaborada de acordo com as normas estabelecidas pela Pré-
Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacao da Universidade Federal de Vigosa — UFV. O corpo do
trabalho compreende uma introducdo, objetivos gerais e especificos, metodologia, um artigo
cientifico, um produto técnico e uma conclusao. O artigo intitulado “Influéncia dos estadios
fenoldgicos de crescimento e sazonalidade na atividade antibacteriana de Piptadenia
gonoacantha” foi formatado de acordo com as normas da revista Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, (Qualis B1 — Medicina I), para a qual o artigo foi submetido.
Além do artigo, destaca-se o produto técnico em forma de uma cartilha informativa intitulada:

Plantas medicinais na resisténcia bacteriana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plantas medicinais

Segundo a OMS, as plantas medicinais podem ser classificadas como silvestre ou
cultivada, com utilizacdes direta ou como precursoras no tratamento da saude, objetivando a
prevencao de doengas, o alivio de sintomas, a mudanca e até mesmo a cura de um determinado
processo fisiologico patolégico (ARIAS, 1999).

No Brasil, o uso dessas plantas tem sido estimulado pelo MS no contexto das préticas
complementares de cuidados a satide, de forma que foi implantado pelo Ministério, a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF) e a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), com o intuito de estimular o estudo sobre e 0 acesso
as plantas medicinais no cuidado e promog¢ao da saude (BRASIL, 2015).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengao de
doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. No inicio da
década de 1990, a OMS divulgou que 65- 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais como tnica forma de acesso aos cuidados bésicos de satde
(AKERELE, 1993; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Mesmo com o surgimento
dos medicamentos sintéticos, a fitoterapia continuou com sua importancia, em virtude,
principalmente, dos altos custos dos sintéticos e de seus variados efeitos colaterais
(OLIVEIRA et al.,2004).

Ainda, é necessario pensar que a presenca de bactérias em feridas pode ser ainda mais
agravada, causando infec¢des, de forma que seu tratamento pode gerar enormes custos e
maiores complicacdoes a saude, aumento do tempo de hospitalizacdo e do risco de
morbimortalidade. Sendo assim, a busca por compostos que tenham elevado poder de
cicatrizagdo é fundamental e tem sido alvo de estudos relacionados a fitoterapia (TRINDADE
et al.,2010; PONNUSAMY et al., 2015). (PONNUSAMY et al., 2015)

Dentro desse contexto de estudo das plantas medicinais e da busca por produtos
naturais que sejam eficazes e seguros, o interesse pelos 6leos e extratos das plantas cresceu,
sendo alvos de inumeras pesquisas em todo o mundo (OLIVEIRA et al., 2006; WU et al.,
2012). A literatura ja demonstra que os 6leos essenciais e 0s extratos vegetais apresentam
propriedades terapéuticas importantes: antimicrobiana, antisséptica, anti-inflamatdria,
antiviral, larvicida, analgésica, expectorante, antiespasmoédica, vermifuga e cicatrizante
(GONCALVES et al., 2013; LIMA et al., 2006).

O metabolismo secundario das plantas da origem a importantes substincias quimicas
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que podem ser extraidas e utilizadas para produzir extratos bioativos e O6leos essenciais
(GONCALVES et al., 2003; SILVA et al., 2003). Os extratos vegetais sdo constituidos por
particulas bioativas que variam seus teores segundo a polaridade do solvente extrator, ja 0s
6leos essenciais sdo constituidos de substancias voléteis presente no vegetal, e que geralmente
tem funcdo de defesa contra microrganismos (SIQUI et al., 2000).

No geral, as substincias bioativas comuns aos 0leos € aos extratos apresentam baixo
peso molecular e uma estrutura bastante complexa que aumenta a absorcao e metabolizacao,
caracteristicas importantes para um farmaco eficaz (FABRI et al., 2011). Alguns exemplos
dessas substancias, sdo os terpenos e os fenilpropandides (GONCALVES et al., 2003; SILVA
et al., 2003).

2.2. Caracteristicas da Piptadenia gonoacantha (Pau Jacaré)

A Piptadenia gonoacantha é pertencente a familia Fabaceae, uma espécie arbdrea
caducifélia nativa da Mata Atlantica, sendo conhecida como Pau Jacaré, encontrado
comumente no sul e sudeste do Brasil (Figura 1). Sua aparéncia é de uma arvore com que
apresenta no tronco € nos ramos cascas em formato de asas longitudinais preenchidas por

espinhos lenhosos (CARVALHO et al., 2010; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Figura 1 — Piptadenia gonoacantha

Fonte: Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagao-UFV.
Diversos compostos fitoquimicos sdo encontrados em sua composicdo, a saber:

triterpenos como friedelina, lupenona, lupeol e cicloartenona; esteroides, como sitosterol,
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campesterol e estigmasterol; saponina, como sitosterol-3-O-B-D- glucopiranosideo;
flavonoides, como apigenina, vitexina e isovitexina; aperfenamato; e galato de metila
(CARVALHO et al., 2010).

Essa espécie € muito utilizada na medicina popular para tratar doengas inflamatorias e
também € alvo de muitos estudos em virtude das reconhecidas propriedades de seu extrato,
quais sejam: acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria, antinociceptiva e antibacteriana. Seu
extrato apresenta também compostos flavonicos que tem propriedades de cicatrizacao,
vasodilatacdo, antioxidacdo, analgesia, anti- inflamacdo, as quais somadas as propriedades
gerais do extrato, aumentam a qualidade medicinal dessa espécie (BASTOS et al., 2009;
CARVALHO, 2012)

Além disso, as folhas do Pau Jacaré apresentam compostos que sdo capazes de estimular
o processo de cicatrizacdo por aumentar a sintese de coldgeno (CLARK, 2013; FRANCO,
2018). Segundo Carvalho et al. (2014) o extrato da P. gonoacantha com etanol apresentou
importante atividade antimicrobiana frente a bactéria Staphylococcus aureus, de forma que seus
compostos podem ser precursores de medicamentos para o combate de microrganismos

resistentes, devendo, portanto, serem melhor investigados (CARVALHO et al., 2014)

2.3. Resisténcia bacteriana

A busca por novos de farmacos, especialmente os naturais, tem se destacado no contexto
atual em que a larga producdo de novos antibidticos e o uso exacerbado dos mesmos tém
aumentado de forma considerdvel a resisténcia dos microrganismos as drogas sintéticas. As
bactérias, por exemplo, apresentam grande capacidade em adquirir resisténcia aos
medicamentos sintéticos, e também de transmitir geneticamente essa resisténcia para sua prole
(BROWNE et al., 2020). Isso faz com que novos medicamentos, de origem natural, sejam
considerados como op¢des terapéuticas importantes (BERTINI et al., 2005).

A antibioticoterapia precoce e estendida sdo um dos fatores que corroboram com o
aumento de cepas resistentes, principalmente em unidades especificas de patologias graves
(ARANCIBIA, 2019; MARAN, 2020). A dispensacao de antibidticos, em ambiente hospitalar
ou nao, cresceu durante a pandemia da COVID-19. Mesmo sendo uma pandemia viral (SARS-
CoV-2), alguns sintomas sdo semelhantes as infeccdes caudas por bactérias, principalmente na
parte pulmonar, levando a administracdo rdpida e desnecessdria de farmacos (SILVA;
NOGUEIRA, 2021).

O crescimento acelerado da resisténcia, ameaca a efetividade de algumas alternativas

para terapia convencional com antibidticos, como ocorre com a utilizagdo de vacinas. Os
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beneficios da vacinacdo dependem de um espectro amplo de pessoas imunizadas e, até que o
seu potencial terapéutico e comercializacdo sejam atingidos, o patégeno alvo pode ter adquirido
mecanismo de defesa contra ela e inviabilizar a sua utilizacio (CHEESMAN et al., 2017).
Porém, estudos ja mostraram que vacinas conjugadas e até mesmo as vacinas virais sao capazes
de auxiliar na diminuicdo da resisténcia microbiana, uma vez que, as vacinas atuam na
prevengao da instalagdo de um processo infeccioso ou na diminuic¢do dos sintomas (JANSEN;
ANDERSON, 2018).

Um estudo de revisdo sistemdtica desenvolvido por Marmitt e colaboradores (2015)
apresentou plantas medicinais com potencial antibacteriano que atuam sobre Staphylococcus
aureus, sendo elas: Alho (Allium sativum), Carqueja (Bacharis trimera), Picdo (Bidens pilosa),
Cravo-de-defunto (Tagetes minuta), Camomila (Matricaria chamomilla), Funcho (Foeniculum
vulgare), Eucalipto-comum (Eucalyptus globulus), Pitanga (Eugenia uniflora), Menta (Mentha
piperita) e Gengibre (Zingiber officinalle) MARMITT et al., 2015).

2.4. Desenvolvimento de novos farmacos

A descoberta de moléculas promissoras demanda investimento, conhecimento
tecnolégico e pode levar anos. A estrutura quimica dos metabdlitos inovadores precisa ser
aperfeicoada para alcangar poténcia, seletividades, toxicidade e caracteristica fisioquimicas
adequadas para uma maior chance de avancar no processo de desenvolvimento desse novo
farmaco. A resisténcia bacteriana (mutacdo cromossOmica) acontece em uma velocidade
desproporcional ao processo total da criacdo do medicamento (LIU et al., 2021).

O desenvolvimento de novos farmacos comeca com a concep¢do do projeto e
abordagem de doenca ou alvo molecular, e posteriormente com a identificacdo de compostos
com atividade bioldgica para o objetivo proposto. Os metabdlitos inovadores precisam ser
aperfeicoados para alcancar poténcia, seletividades, toxicidade e caracteristicas fisioquimicas
adequadas para uma maior chance de avangar no processo de desenvolvimento desse novo
farmaco (CHAVES; SILVA; CORTEZ, 2021; LIU et al., 2021).

Uma opg¢do que vem sendo estudada, é a utilizagdo dos compostos bioativos naturais
para inibir o mecanismo de resisténcia e possibilitar a acdo mais eficaz do antibidtico existente.
Como acorre com as substincias chamadas de inibidores da bomba de efluxo que atuam sobre
o mecanismo de bomba de efluxo (deple¢dao do firmaco no meio intracelular) utilizado pelas
bactérias para garantir resisténcia aos medicamentos (SILVA, 2015). Alteragdes no sistema de
transporte, inativacao enzimaética e alteragdes do sitio de ligacdo sdo outros métodos utilizados

pelas bactérias para se proteger da acao dos antibacterianos.
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Estudos para o desenvolvimento de antimicrobianos com o sitio de agdo especifico e
descoberta de moléculas promissoras com capacidade de atuacdo conjunta para aumentar a
efetividade antimicrobiana das drogas existentes, estdo entre as estratégias criadas através da

engenharia genética para combater as cepas multirresistentes (CHERNOV et al., 2019).

2.5. Sazonalidade

A composicdo biologicamente ativa das plantas se da através dos metabolitos
secundarios. As mudancas das caracteristicas do vegetal nas estacdes do ano, tanto do ambiente
quanto do funcionamento bioldgico das plantas, sdo um dos fatores que influenciam na
producdo desses metabolitos e podem interferir na sua acdo farmacolégica (COSTA, 2017).

Assim, a época em que € feita a coleta pode influenciar na quantidade e na natureza dos
constituintes ativos, uma vez que ndo sao constantes ao longo de todo o ano. Praticamente todas
as classes de metabolitos secundario t€m seu conteudo afetado por variacdes sazonais
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A sazonalidade climdtica € um dos principais fatores que regulam a floracido e a
frutificacdo da planta. A Piptadenia gonoacantha normalmente floresce no inverno e no inicio
da estacdo umida, contudo, pode também florescer nos meses mais quentes ¢ de maior
precipitacdo, mostrando a sincronizagdo da floracdo com a esta¢do, e a influéncia da
sazonalidade no inicio e duragdo da floracdo dessa espécie. A frutificacdo também ¢&
influenciada pela sazonalidade, e o incremento da circunferéncia do tronco das drvores mostra
uma estreita relacdo com a sazonalidade da precipitacao pluviométrica (MARIA, 2002).

Além disso, ha relato de que a composicao de metabdlitos secundarios de uma planta
pode variar de maneira considerdvel nos periodos de dia e noite, como por exemplo,
apresentando variacdes circadianas nas concentragdes de Oleos essenciais. Ainda, pode haver
confusdo entre o que € causado por efeito da sazonalidade e o que € causado por alteragdes
metabodlicas internas da planta, o que precisa ser considerado separadamente. Outro ponto
importante € que quanto mais jovem o tecido, maior serd a taxa biossintética de metabolitos, o
que ¢ importante no estudo dos potenciais fitoterdpicos das plantas e seus metabdlitos

(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

2.6. Fenologia
As condi¢des que favorecem a distribuicao de espécies e géneros vegetais variam de
acordo com a drea geogréfica, sendo que cada drea favorece um tipo de vegetacdo, que podem
ser descritos segundo a sua estrutura (fisiondmica ou floristica), ou ainda, segundo as

caracteristicas biofisicas do ambiente, classificadas de acordo com o solo ou tipo florestal.
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Ainda, sabe-se que o clima também interfere de maneira importante na formagao do solo e da
vegetacao (VERONA, 2002; WALTER, 1986).

Nesse contexto, a fenologia se estabelece como o estudo da ocorréncia de eventos
bioldgicos repetitivos, e das causas dessa ocorréncia em relacdo as forgas bidticas e abidticas,
os quais, dentro do reino vegetal, consistem na floracdo e frutificacdo, que sdo os principais
mecanismos de perpetuacdo de espécies e que sdo influenciados por fatores genéticos e/ou
ambientais, como por exemplo, variacdes climéticas e tipo de solo. Os fatores bidticos
(fisiologia controlada pela genética) especificos para cada espécie, associados ao clima e
fotoperiodo, sdo ditos como causas desses eventos repetitivos (VERONA; SHIMABUKURO;
SANTOS, 2005).

A classificacdo fenoldgica da vegetacdo € importante para melhor compreender a
influéncia das mudancas climéticas e de outros elementos e fendmenos da natureza. Identificar
a origem fenoldgica é importante, por exemplo, para distinguir a sazonalidade climatica da
deciduidade causada pela redugdo de chuvas em virtude de a¢des antropicas (NELSON, 1994).

Em suma, compreender os estddios fenoldgicos, auxilia no entendimento de sua
adaptacdo e dinamica, e funciona como indicador das varia¢des climaticas ambientais. As
caracteristicas fenoldgicas permitem avaliar as alteracdes nas atividades cambial, auxiliar os
estudos de formacdo dos tecidos e das estratégias de crescimento das espécies (WALTER,
1986).

Os estudos voltados para a fenologia vegetal direcionam questdes que envolvem
modelagens globais e monitoramento das mudangas climaticas, e auxiliam em programas de
manejo de recursos naturais. Assim, mapear o estddio fenoldgico e a presenca ou auséncia de
concentragdes de constituintes quimicos especificos sdo importantes no contexto de aplica¢des
fitoterdpicas (ANDALORO et al., 1983; VERONA; SHIMABUKURO; SANTOS, 2005).

Segundo Ferreira (2002),

As variacdes da temperatura, precipitacdo, radiacdo solar e de outros
fatores climdticos em dreas tropicais sdo, frequentemente, consideradas
de menor significagdo ecoldgica em comparagdo com os climas
temperados, quando € discutido o ritmo do crescimento das arvores.
Contudo, os estudos dos eventos fenoldgicos de espécies arbdreas
tropicais tém demonstrado uma nitida periodicidade desses eventos, na
producdo e queda de folhas, frutificacdo, floracdo, etc., induzidos por
fatores climéticos, refletindo na atividade cambial e na formagao de anéis
de crescimento (p. 5).

Nesse sentido, com relacdo as caracteristicas da espécie analisada neste estudo, tem-se

que o processo reprodutivo do pau-jacaré se inicia nos plantios com solos de elevada fertilidade
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quimica, a partir de trés anos de idade (CARVALHO, 2004). Algumas caracteristicas
importantes de se conhecer sdo com relac@o a fenologia dessa espécie.

A florag@o do pau—jacaré varia de acordo com o tempo e o lugar. No Distrito Federal,
se da de agosto a janeiro, no Rio Grande do Sul de agosto a fevereiro, no Parand de setembro a
janeiro, no Estado de Sao Paulo de outubro a janeiro, em Minas Gerais de novembro a janeiro,
e no Estado do Rio de Janeiro de dezembro a mar¢co (CARVALHO, 2004).

Por sua vez, a frutificagdo também varia segundo €poca do ano e local, sendo que os
frutos amadurecem de maio a setembro no Parand, de maio a outubro em Minas Gerais, de
junho a novembro no Estado do Rio de Janeiro, de junho a dezembro no Estado do Sdo Paulo
e de julho a agosto no Distrito Federal. Com relacdo a dispersdao de frutos e sementes, é
autocorica, sendo barocdrica por gravidade e anemocorica pelo vento (CARVALHO, 2004).

Compreender a fenologia dessa espécie € bastante ttil para os estudos direcionados a

sua capacidade fitoterdpica.

2.7. Toxicidade

As plantas medicinais podem ser utilizadas de forma indiscriminada por, muitas vezes,
serem consideradas livres de substancias que sdo prejudiciais para a satide e interpretado como
sauddveis, simplesmente por se tratar de um produto natural (PESSOA, 2013). Entretanto, essa
visdo € extremamente equivocada, j4 que muitas plantas possuem um potencial de toxicidade
para organismos vivos (MENGUE; MENTZ; SCHENKEI, 2001).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou quase
nenhuma comprovacado de suas propriedades farmacoldgicas e até muitas vezes empregadas
para fins medicinais. Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais, a toxicidade de plantas medicinais pode parecer trivial (MARTINS; GARLET,
2016). Entretanto, a toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de satide publica. De
acordo Junior et al., (2005 )“os efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteragdes
e toxidez, bem como a agdo sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem comumente”.

A toxicidade do extrato vegetal pelo bioensaio com a Artemia sp € avaliada através da
dose letal (DL50) responsavel por matar 50% das Artemias, que € calculada considerando o
nimero de vida e morte. O extrato € considerado téxico quando apresenta uma DL50 menor
1000 pg/mL  (MEYER et al., 1982; OGIDI et al., 2018)(HAMIDI; JAVANOVA;
PANOVSKA, 2014; MEYER et al., 1982; OGIDI et al., 2018).

Os ensaios toxicoldgicos sao de grande importancia para o prosseguimento de pesquisas

que avaliam os extratos vegetais com potencial terapéutico. Estudos como o de Carvalho et al.,
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2009 demonstram que o teste de toxicidade frente a Artemia salina constitui um modelo de
baixo custo e pratico para andlises de substancias toxicas devido a sua alta sensibilidade a
quaisquer alteracdes do meio (CARVALHO et al., 2009).

O MS tem estabelecido politicas que incentivam o desenvolvimento de estudos com
plantas medicinais com o objetivo de colocar em préatica os beneficios vindos destas pesquisas
e melhorar as condi¢des que garantam a qualidade e seguranga do uso de produtos naturais para
cuidados com a saude (FRANCO, 2003). As pesquisas podem contribuir para a inclusdo de

drogas seguras e eficazes no combate de diversas patologias (MARTINS; GARLET, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a influéncia dos estddios fenoldgicos de crescimento e sazonalidade na agdo

antibacteriana da Piptadenia gonoacantha.

3.2. Objetivos Especificos
e Correlacionar o didmetro das drvores e a estacdo do ano com a atividade antibacteriana
do extrato das folhas da P. gonoacantha;
e Realizar um screening antibacteriano dos extratos das folhas de P. gonoacantha;
e Determinar a concentragdo inibitdria minima dos extratos das folhas da P. gonoacantha,
frente as bactérias Gram positivas e Gram negativas;

e Realizar o teste da toxicidade in vitro dos extratos das folhas da P. gonoacantha frente

a Artemia salina;
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4 MATERIAL E METODOS
Estudo experimental in vitro que foi desenvolvido através da adaptagdo do método

de difusdo em meio sélido com perfuracao em dgar.

4.1. Preparo das amostras

O material vegetal foi coletado no Centro Tecnolégico de Vigcosa — MG (CENTEV),
com coordenadas geograficas 42° 51° W e 20° 42° S (TORRES et al., 2013) e altitude média
de 721 m (FARIA, 2021). Foram selecionadas trés drvores por cada classe de dap (“Diametro
a Altura do Peito”), sendo elas: classe 1 (5 a 10 cm), classe 2 (10 a 15 cm), classe 3 (15 a 20
cm), classe 4 (20 a 25 cm) e classe 5 (> 25 cm) (Figura 2 A). De cada arvore foi coletada folhas
e peciolos de Pau Jacaré (Piptadenia gonoacantha). A coleta foi igualmente repetida nas quatro
estacOes climadticas. ApoOs a coleta, as folhas foram secas em estufa de ar circulante a 60 °C por
trés dias e trituradas em moinho de facas (FARIA, 2021).

Para o preparo dos extratos utilizou-se o p6 dos foliolos de Piptadenia gonoacantha, na
relagdo de 1:5 (25 g p6: 125 mL de solugdo etanol/dgua 80% v/v com 0,3% 4cido citrico),
resultando na concentracdo de 20% de extrato seco (m/v). Em seguida, o extrato foi submetido
ao processo de maceragao por 48 horas a temperatura ambiente. Apds este periodo, foi realizada
a filtragem em filtro de papel, onde o filtrado recolhido serd armazenado na temperatura de 2-
8 °C em frasco ambar protegido da luz. O residuo sélido retido no filtro, foi submetido a
extracdo por maceracdo por mais duas vezes com a mesma solucdo extratora. Ao final do
processo, os filtrados foram reunidos em frasco ambar e ao abrigo da luz para ser realizado o
processo de retirada do solvente. A rotaevaporagdo foi realizada em evaporador rotativo
(BUCHI®) a temperatura de 60°C com o auxilio de bomba de vacuo (FRANCO, 2018) (Figura
2, B).

Figura 2 — Coleta e preparo das amostras. A: Classificacdo diamétrica das arvores; B:
Identificacdo dos extratos de Piptadenia gonoacantha.

A B
Classes 1[ 2[ 3l
5-10 10-15 15-20 20-25 >25
dap (cm)

Fonte: A — Elaboracdo prépria; B — Extratos obtidos na pesquisa (2021).
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4.2. Preparo do meio de cultura e das bactérias

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos no Laboratério de Bioquimica
do Departamento de Medicina e Enfermagem da Universidade Federal de Vigosa - MG. As
linhagens utilizadas foram de bactérias Gram positiva de Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) e de bactérias Gram negativa de Escherichia coli
(ATCC 14948) e Salmonella ssp (ATCC 14028) e Pseudomonas putida (WFCC 885).

O meio de cultura empregado nos testes foi 0 Mueller-Hinton (Himedia®) e preparado
segundo as especificacdes do fabricante. Antes dos testes, as linhagens foram replicadas para o
meio citado e incubadas a 30 + 2 °C por 24 h, esse processo foi repetido por mais 24 horas. A
partir de culturas recentes, seguiu o preparo das suspensdes bacterianas com turvagao
equivalente a Escala de McFarland 0,5 (1,5 x 108 células/mL) (NCCLS, 2003). O controle da
absorbancia dessas suspensdes de microrganismos foi realizado com a leitura em

espectrofotdmetro ajustada para o comprimento de onda de 625 nm.

4.3. Atividade antibacteriana

Para a realizagdo da atividade antibacteriana, 2 mL da suspensdo do microrganismo (1,5
x 108 células/mL) foi vertido em placas de Petri estéreis com dgar Mueller-Hinton com
diametro 140 mm. Os pogos foram confeccionados apds a absor¢do completa das bactérias no
meio de cultura, utilizando-se um bisturi circular. Em cada pogo foi depositado 20uL dos
extratos e dos controles nas cavidades correspondentes a cada um. Apds a incubacio por 24
horas, em estufa a 30 + 2 °C, o didmetro do halo de inibicio foi mensurado em mm (Figura 3).
Como controle negativo utilizou-se o alcool etilico 80% + 0,3% acido citrico, o mesmo utilizado
para a preparacdo dos extratos, além do controle positivo Eritromicina 0,33 x 10-3 mg/mL
(Pharmanostra®) para as bactérias Gram positivas e Ciprofloxacino 0,41 x10-4 mg/mL
(Ciprobacter®) para bactérias Gram negativas.

Os testes foram realizados em triplicata, sendo considerado como resultado final de cada
extrato a média das trés medidas, e como susceptivel halo igual ou acima de oito mm de

didametro (PAREKH; CHANDA, 2007; SANTOS et al., 2007).
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Figura 3 — Halos de inibi¢ao da atividade antibacteriana do extrato de Piptadenia
gonoacantha por difusdo em dgar frente a bactéria Staphylococcus aureus na estacio de
outono. Circulos vermelhos demonstrando os halos de inibicao bacteriana.

Fonte: Resultados da pesquisa, 2022.

4.4. Determinacio da concentracao inibitéria minima

Apds a avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana das cepas, aquelas que
apresentaram resultados satisfatérios foram selecionadas para determinar a concentracdo
inibitéria minima (CIM).

Para realiza¢cdo da CIM, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo. Somente os
extratos da classe 1 (1.1, 1.2 e 1.3) da estac@o inverno foram selecionados para esse teste, e
preparou-se um pool com as triplicatas. Partindo da concentracdo mais alta do extrato (500
mg/mL), foram preparadas diluicdes seriadas em meio Muler Hinton estéril, tendo uma faixa
de concentra¢dao de 500 mg/mL a 3,9 mg/mL.

O preparo das placas de Petri com dgar Muler Hinton e a suspensao bacteriana seguiram
a mesma metodologia empregada na atividade antibacteriana.

Posteriormente, 20 uL de cada dilui¢dao de extrato foi transferido para os respectivos
pocos, bem como, o controle positivo e o controle negativo. As placas foram incubadas a 30 +
2 °C por 24 horas. A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi analisada observando-se a
formagdo de halos de inibi¢do ao redor das cavidades padronizadas. Sendo considerada a CIM
como a mais alta diluicao de extrato de Piptadenia gonoacantha (EPG), que inibe o crescimento

dos microrganismos (NCCLS, 2003).



25

4.5. Avaliacao da toxicidade do extrato de Piptadenia gonoacantha

A avaliagdo da toxicidade do extrato hidroalcodlico de EPG foi realizado frente a
Artemia salina Leach, baseado no método modificado proposto por Meyer et al. (1982). Os
ovos de Artemia salina Leach foram incubados (10 mg x 100 mL-1) por 48 horas em solugdo
de NaCl (26 g/L), sob iluminagdo artificial e aeragdo constante a 26 £1 °C, obtendo-se a eclosao
dos ovos e a formagdo das larvas em estddio metanauplio.
Posteriormente, foi realizada a dilui¢do seriada do EPG com solucdo de NaCl (26 g/L) em
diferentes concentracdes (500x10° a 15,75x10°ug/mL). Em uma placa com 18 pogos, foi
adicionado 1 mL das diferentes diluicdes e 10 larvas de Artemia salina em cada poco. Apos a
incubacdo, por 24 horas, o nimero de larvas que permaneciam vivas foi avaliado.

Como controle negativo foi utilizado solugdo salina e, como controle positivo solugdo
salina e dicromato de potdssio (0,33 mM). A contagem do niimero de larvas vivas foi utilizada
para formular o cdlculo da DL50 (dose letal) por andlise estatistica.

Figura 4 — Avaliacao da toxicidade do extrato de P. gonoacantha frente a Artemia salina. (A)
Eclosdo dos ovos de Artemia salina; (B) Ensaio de toxicidade das amostras em diferentes
concentragoes.

Fonte: Resultados da pesquisa, 2022.

4.6. Metodologia estatistica

Uma andlise estatistica descritiva foi utilizada para caracterizar a formagao de halos nas
unidades de amostra das quatro estacdes do ano e o teste t de Student, para amostras
independentes, foi utilizado para avaliar o efeito do porte da 4rvore (classe de dap) na formacao
do halo. Esse teste foi aplicado para cada bactéria em cada estagdo do ano, considerando um
nivel de significincia de 5%, para avaliar a hipdtese de igualdade entre as médias de uma
varidvel dependente (paramétrica) estimada para dois grupos independentes (categérica)
(DARSKI et al., 2020). A varidvel analisada foi o tamanho dos halos de inibicdo observados

em cinco classes de estddios fenoldgicos de crescimento.
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A proporcao de casos com formacdo de halos de tamanho maior ou igual a 8 mm foi
determinada para cada bactéria em cada estacdo do ano. Essas propor¢des foram calculadas
independentemente da classe de diametro, o que resultou em 45 observacdes para cada bactéria
nas estacdes outono, verdo e inverno, e 30 para cada bactéria na estacdo primavera.

Com o objetivo de complementar a andlise descritiva dessas proporg¢des, foi calculado
o p-valor do teste Z, que assumiu propor¢des populacionais de 0,05 e 0,95 na hipétese de
nulidade. Se as condicdes np > 5 e nqg > 5 fossem satisfeitas, a partir de uma amostra nao
estratificada, em que a varidvel analisada apresentasse apenas duas alternativas possiveis, nesse
caso, sucesso ou insucesso, logo, a distribui¢do binomial das propor¢des amostrais poderia ser
aproximada por uma distribui¢do normal com média y=npe o= \/npq. Nesse caso a estatistica
z = (P — p)Npg/n pode ser utilizada para testar a hipétese Ho: p = o versus Hl: p > o, sendo p
a proporcdo de casos de “sucesso” (neste caso, halo > 8 mm), q =1 — p, n é o tamanho da
amostra e e € a propor¢ao populacional usada na hipétese de nulidade. p indica a propor¢ao
amostral, ou seja, razdo entre a quantidade de sucessos e o tamanho da amostra.

O tamanho do halo foi medido em 45 unidades de amostra (n = 45) para cada bactéria
(P. putida, S. aureus e S. pyogenes) e estacdo do ano (primavera, verdo, outono e inverno). Para
cada um desses 12 casos foram calculadas as propor¢des de casos em que o tamanho do halo
fosse maior ou igual a 8,0 mm (p). Em seguida foram testadas as hip6teses HO: p = o versus
HI1: p > o, sendo p a propor¢do de casos com halo >= 8 mm e o é a referéncia paramétrica,

fixada desde 0,05 até 0,95.
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5 RESULTADOS

Em consonéncia as recomendagdes do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da
Satde (PPGCS), os resultados do presente estudo serdo apresentados em forma de artigo
cientifico e uma cartilha. O artigo contendo os resultados sobre a a¢do antibacteria do extrato
da planta Piptadenia gonoacantha em relacdo a influéncia dos estddios fenoldgicos de
crescimento e sazonalidade foi submetido para Revista de Medicina Tropical com fator de
impacto de 1,49 e Qualis B1 Medicina I. O produto técnico foi a elaboracdo de uma cartilha
informativa destinada para capacitacao de profissionais (médicos da familia, pesquisadores) e
usudrios de plantas para fins medicinais, enfatizando a relacdo das estacdes climéticas e
crescimento do vegetal na eficicia e seguranca de sua utilizacdo e a importdncia como
alternativa de novos agentes antimicrobianos. O material em forma de cartilha possibilita

oportunidades para o planejamento de acdes e maior alcance das informagdes relatadas.

5.1. Artigo 1
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de Piptadenia gonoacantha na producao de novos agentes
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RESUMO

Introducao: A resisténcia microbiana vem se destacando mundialmente no ambito da saude
publica, uma vez que, o aumento acelerado de microrganismos multirresistentes nao é
acompanhado pelo desenvolvimento de drogas para o seu tratamento. Método: Utilizando o
teste de difusdao em 4gar pocgo, foi avaliada a atividade antibacteriana de extratos das folhas da
P. gonoacantha colhidas durante as quatro estacdes climéticas e de acordo com cinco classes
diamétricas das arvores. Os testes foram realizados frente a bactérias Gram negativas
(Escherichia coli, Salmonella ssp e Pseudomonas putida) e Gram positivas (Sthapylococcus
aureus e Streptococcus pyogenes). A efetividade foi comprovada com a mensurac¢ao dos halos
de inibi¢do, sendo considerados os halos > 8mm como tendo a¢do antibacteriana. Para verificar
a agdo toxicoldgica do extrato que demonstrou melhor atividade antibacteriana, foi adotado o
teste com Artemia salina. Resultados: As amostras coletadas em drvores no primeiro estadio
fenoldgico de crescimento (classe 1- 5 a 10 cm) na estag@o inverno, revelaram os maiores halos
de inibi¢do bacteriana frente a Pseudomonas putida, Sthapylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes e atoxicidade frente a Artemia salina. Conclusoes: A coleta de biomassa de folhas de
Piptadenia gonoacantha para a producdo do extrato deve ser realizada no inverno, onde foi
verificada a melhor atividade antibacteriana e atoxicidade frente a A. salina. Os extratos da
espécie em estudo possuem atividade antibacteriana satisfatéria para bactérias de extrema
importancia clinica e baixa toxicidade, sendo promissores para novos agentes farmacologicos.

INTRODUCAO

A busca por ativos farmacolégicos com ac¢io antimicrobiana vem crescendo a medida
que microrganismos resistentes ameagam a eficiéncia da terapéutica disponivel.! Organizacdes
como OMS (Organiza¢do Mundial de Satide) e a ANVISA (Agéncia de Vigilancia Sanitdria)
alertam sobre picos de crescimento da resisténcia microbiana, evidenciando a necessidade da
mudanca de conduta, em relacdo a utilizacdo de agentes antimicrobianos, tanto na sociedade
civil, como por profissionais da drea de saide, agricola e pecudria. Portanto, acdes devem ser
tomadas para reduzir o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana, como, por exemplo,
controlar o uso de antibidticos, desenvolver pesquisas para melhor entendimento dos
mecanismos genéticos de resisténcia e dar continuidade a estudos de desenvolvimento de novos
farmacos, sejam elas sintéticos ou naturais.’

Nos ultimos anos, diversos estudos foram realizados em diferentes paises para
comprovar a eficicia de extratos vegetais e fitoquimicos, ambos com propriedades
antimicrobianas.? Portanto, o controle de qualidade de fitoterapicos é imprescindivel durante
todo o processo de desenvolvimento de um fitoterdpico, pois muitas espécies vegetais sao
vendidas sem quaisquer garantias de qualidade, favorecendo, desde a venda de espécies
falsificadas, até o armazenamento inadequado durante sua comelrcializagﬁo.3 Desta forma, se
faz necessdrio alcancar uma compreensdo mais precisa acerca do aprimoramento de novos

farmacos de origem natural. Para tanto, deve se considerar desde o cultivo de espécies vegetais,
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até a otimizagdo e padronizacdo de métodos de colheita do material vegetal utilizado na
fabricacdo destas formulagdes. Evidéncias apontam que o teor e qualidade de compostos
fendlicos dos tecidos vegetais podem ser afetados por muitos fatores, como gendétipo, ambiente,
estadio de crescimento da planta, época de colheita, condi¢des de processo, armazenamento e
métodos de anélises.*” Corroborando com estes dados, um estudo realizado por Isah® demonstra
que sob a influéncia de fatores ambientais, processos fisiolégicos celulares e de
desenvolvimento de plantas sdo afetados, produzindo metabdlitos secunddrios que
desempenham uma variedade de papéis em resposta a estas mudancgas. A sazonalidade é
relatada como um fator contribuinte para a varia¢do na producio de metabdlitos secundarios.’

Diante destes dados, este trabalho teve por objetivo avaliar a acdo antibacteriana in vitro
do extrato das folhas de P. gonoacantha, colhidas durante as quatro estacdes climdticas e em
estadios fenoldgicos de crescimento distintos, bem como avaliar a toxicidade frente a Artemia
salina do estrato mais promissor. Estes dados favorecerdo para a padronizacdo da época de

colheita e validagdo da atividade bioldgica da espécie.

METODOS
Estudo experimental in vitro desenvolvido através da adaptagdao do método de difusao

em meio s6lido com perfuracdo em agar.

Coleta da planta e caracteristicas do extrato

O material vegetal foi coletado no Centro Tecnolégico de Vigosa — MG (CENTEV),
com coordenadas geograficas 42° 51° W e 20° 42’ S5 e altitude média de 721 m,8 em arvores
de Piptadenia gonoacantha.

Foram selecionadas trés arvores por cada classe de dap (diametro a 1,3 m de altura),
com a finalidade de monitorar os estadios fenoldgicos de crescimento, sendo eles: dap 1 (5 a
10 cm), dap 2 (10 a 15 cm), dap 3 (15220 cm), dap 4 (20a 25 cm) e dap 5 (> 25 cm). Em cada
classe de diametro foram identificadas e selecionadas trés arvores para amostragem. De cada
arvore foram retiradas trés unidades de amostra de folhas. Este procedimento foi repetido nas
quatro estacdoes do ano. O extrato foi obtido a partir de folhas e peciolos de Pau Jacaré
(Piptadenia gonoacantha) e a coleta foi igualmente repetida nas quatro estacdes climdticas.
Ap6s a coleta, o material vegetal foi colocado em estufa de ar circulante a 60 °C por trés dias e
trituradas em moinho de facas.9

Para o preparo dos extratos, utilizou-se o p6 das folhas e peciolos, na relagdo de 1:5 (25

g p6: 125 mL de solugdo etanol/dgua 80% v/v com 0,3% 4acido citrico), resultando na
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concentragdo de 20 % de extrato seco (m/v). Em seguida, o extrato foi submetido ao processo
de maceracgdo por 48 h a temperatura ambiente. Apds este periodo, foi realizada a filtragem em
papel de filtro, onde o filtrado recolhido foi armazenado na temperatura de 2 a 8 °C, em frasco
ambar protegido da luz. O sélido retido no filtro, foi submetido a extracdo por maceragdao por
mais duas vezes com a mesma solucdo extratora. Ao final do processo, os filtrados foram
submetidos ao processo de retirada do solvente que foi realizada em evaporador rotativo

(BUCHI®) a temperatura de 60 °C com o auxilio de bomba de vacuo.10

Preparo do meio de cultura e das bactérias

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos no Laboratério de Bioquimica
do Departamento de Medicina e Enfermagem da Universidade Federal de Vicosa - MG. As
linhagens bacterianas utilizadas foram: Gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615); Gram negativa Escherichia coli (ATCC 14948),
Salmonella spp (ATCC 14028) e Pseudomonas putida (WFCC 885).

O meio de cultura empregado nos testes foi o Mueller-Hinton (Himedia®), preparado
segundo as especificacdes do fabricante. As culturas de bactérias foram mantidas a 4 °C em
Mueller-Hinton. Antes dos testes, as linhagens foram replicadas para o meio citado e incubadas
a 30 £ 2 °C por 24 h, sendo esse processo repetido por mais 24 h. A partir de culturas recentes
foram preparadas as suspensdes bacterianas, com turvacdo equivalente a Escala de McFarland

0,5 (1,5 x 10® células/mL)."!

Atividade antibacteriana e Determinac¢ao da concentracao inibitéria minima

Para a realiza¢do da atividade antibacteriana, 2 mL da suspensao do microrganismo (1,5
x 10 células/mL) foi vertido em placas de Petri estéreis com dgar Mueller-Hinton. Em cada
poco foram depositados 20 uL. dos extratos e dos controles, nas cavidades correspondentes a
cada um. Apds a incubagdo por 24 h, em estufa a 30 £+ 2 °C, o didmetro do halo de inibi¢ado foi
mensurado em mm.

Como controle negativo, utilizou-se o dlcool etilico 80% em 0,3% 4cido citrico, o
mesmo utilizado para a preparacdo dos extratos, além do controle positivo Eritromicina
0,33x10° mg/mL (Pharmanostra®), para as bactérias Gram positivas, e Ciprofloxacino
0,41x10™* mg/mL (Ciprobacter®), para bactérias Gram negativas.

Os testes foram realizados em triplicata, sendo considerado como resultado final de cada
extrato a média das trés medidas, e como susceptivel halo igual ou acima de 8 mm de

didmetro.'?13
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Ap6s a avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana das cepas, aquelas que
apresentaram resultados satisfatorios foram selecionadas para determinar a concentracio
inibitéria minima (CIM).

Para realizacdo da CIM, o extrato que revelou melhor atividade antibacteriana no
screening foi avaliado pelo método de microdilui¢cdo em caldo. Ou seja, foram selecionados os
extratos preparados com o material coletado em arvores do primeiro estadio fenoldgico de
crescimento (dap 1 - 5 a 10 cm), da estagdo inverno. Um pool com as triplicatas dos extratos
classificados como dap 1 foi preparado. Partindo da concentracdo mais alta do extrato (500
mg/mL), foram preparadas dilui¢des seriadas em meio Mueller-Hinton estéril, tendo uma faixa
de concentragdo de 500 mg/mL a 3,9 mg/mL. O preparo das placas de Petri com dgar Mueller-
Hinton e suspensdo bacteriana seguiram a mesma metodologia empregada na avaliacdo da
atividade antibacteriana. Posteriormente, 20 uL de cada dilui¢do de extrato foi transferido para
0s respectivos po¢os, bem como, o controle positivo e o controle negativo. As placas foram
incubadas a 30 + 2 °C por 24 h. A avaliacdo da atividade antibacteriana foi analisada
observando- se a formacgdo de halos de inibi¢do ao redor das cavidades padronizadas. Sendo
considerada a CIM como a mais alta dilui¢ao de extrato de Piptadenia gonoacantha (EPG), que

inibe o crescimento dos microrganismos.'!

Avaliacao da toxicidade do extrato de Piptadenia gonoacantha

A avalia¢do da toxicidade do extrato hidroalcodlico de Piptadenia gonoacantha (EPG)
foi realizado frente a Artemia salina Leach, baseado no método modificado proposto por 14.
Os ovos de Artemia salina Leach foram incubados (10 mg.100 mL") por 48 horas em solucdo
de NaCl (26 g/L), sob iluminagdo artificial e aeragdo constante a 26 +1 °C, obtendo-se a eclosao
dos ovos e a formagdo das larvas em estddio metanduplio. Os extratos da classe dap 1 da estacao
inverno foram selecionados para esse teste.

Posteriormente, foi realizada a diluicdo seriada do EPG com solucao de NaCl (26 g/L)
em diferentes concentracdes (500x10% a 15,75x10° pg/ml). Em uma placa com 18 pogos, foi
adicionada 1 mL das diferentes dilui¢des e 10 larvas de Artemia salina em cada pogo. Apds a
incubagdo por 24 h, o nimero de larvas que permaneciam vivas foi avaliado.

Como controle negativo foi utilizado solugdao NaCl (26 g/L) e, como controle positivo,

dicromato de potassio (0,33 mM) em solugdo salina.

Anélise estatistica dos dados
Uma anadlise estatistica descritiva foi utilizada para caracterizar a formacao de halos nas

unidades de amostra das quatro estacdes do ano e o teste ¢ de Student, para amostras
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independentes, foi utilizado para avaliar o efeito do porte da arvore (classe de dap) na formacao
do halo. Esse teste foi aplicado para cada bactéria em cada estagdo do ano, considerando um
nivel de significancia de 5%, para avaliar a hipdtese de igualdade entre as médias de uma
varidvel dependente (paramétrica) estimada para dois grupos independentes (categdrica). °A
varidvel analisada foi o tamanho dos halos de inibi¢do observados em cinco classes de estadios
fenoldgicos de crescimento.

A proporcao de casos com formacao de halos de tamanho maior ou igual a 8 mm foi
determinada para cada bactéria em cada estacdo do ano. Essas propor¢des foram calculadas
independentemente da classe de diametro, o que resultou em 45 observacdes para cada bactéria
nas estacdes outono, verdo e inverno, € 30 para cada bactéria na estagdao primavera.

Com o objetivo de complementar a anélise descritiva dessas proporcdes, foi calculado
o p-valor do teste Z, que assumiu propor¢des populacionais de 0,05 e 0,95 na hipétese de
nulidade. Se as condicdes np > 5 e nqg > 5 fossem satisfeitas, a partir de uma amostra ndo
estratificada, em que a varidvel analisada apresentasse apenas duas alternativas possiveis, nesse
caso, sucesso ou insucesso, logo, a distribui¢do binomial das propor¢cdes amostrais poderia ser
aproximada por uma distribui¢io normal com média u = np e o = \npq. Nesse caso a estatistica
z= (- p)Npgn pode ser utilizada para testar a hipotese HO: p = e versus H1: p > e, sendo p
a propor¢ao de casos de “sucesso” (neste caso, halo > 8 mm), ¢ =1 — p, n é o tamanho da
amostra e e € a propor¢cdo populacional usada na hipétese de nulidade. p indica a propor¢do
amostral, ou seja, razdo entre a quantidade de sucessos e o tamanho da amostra.

O tamanho do halo foi medido em 45 unidades de amostra (n = 45) para cada bactéria
(P. putida, S. aureus e S. pyogenes) e estacao do ano (primavera, verao, outono e inverno). Para
cada um desses 12 casos foram calculadas as propor¢des de casos em que o tamanho do halo
fosse maior ou igual a 8,0 mm (p). Em seguida foram testadas as hipéteses HO: p = e versus
HI1: p > e, sendo p a propor¢ao de casos com halo >= 8 mm ¢ a referéncia paramétrica, fixada

desde 0,05 até 0,95.

RESULTADOS

A atividade antibacteriana do extrato foi testada em cinco cepas bacterianas distintas. O
material vegetal foi coletado em triplicata nas quatro estagdes climdticas e em cinco classes de
diametro (estadios fenolégicos de crescimento), resultando em 45 amostras de extratos para as
estacdes verdo, outono e inverno. Na estacdo primavera, obteve-se apenas 30 amostras de
extratos devido a coleta ter sido realizada em duplicata. Na avaliacdo dos resultados, o extrato

em teste, apresentou atividade microbiana satisfatdria nas diferentes estacdes do ano. O extrato
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das folhas extraido no outono e no verdo, respectivamente, teve uma eficicia menor frente a
cultura de Streptococcus pyogenes, ja frente a Pseudomonas putida obteve apenas 4% de
eficdcia no outono, ou seja, a acdo antibacteriana independe da estacdo do ano em que sdo
coletadas as folhas. Em contrapartida, ndo apresentou eficiéncia frente a bactéria S. aureus, nas
estacdes verdo e outono. As andlises descritivas, que descrevem e caracterizam a formacao de
halos nas amostras para as quatro estacdes do ano, estdo apresentadas na Figura 1.

Com relagdo as classes de didmetro e as estagdes do ano, os resultados sugerem que o
extrato com melhor atividade antibacteriana seria aquele cujas folhas fossem colhidas no
inverno com as arvores na classe 1 (5 < dap <10 cm), ja que apresentaram halos de inibigao >
8,0 mm em maior quantidade se comparado as demais.

A Figura 1 contém as andlises para cada uma das trés bactérias avaliadas, em cada uma
das estacdes do ano. Na Figura 2 sdo apresentadas as médias dos tamanhos dos halos de inibi¢ao
bacteriana observados em cinco classes estadios fenoldgicos de crescimento de P. gonoacantha
nas quatro estacdes e os resultados obtidos com a aplicacdo do teste t para amostras

independentes. Os p-valores do teste ¢ sdo apresentados e na Tabela 1.
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Figura 1 — Tamanho dos halos de inibicao bacteriana observados em cinco estadios fenoldgicos de crescimento (dap) de P. gonoacantha
nas quatro estacdes. Os vetores-linha indicam os valores minimo, médio e mdximo de tamanho de halos.
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Figura 2 — Tamanho dos halos de inibicao bacteriana observados em cinco classes estadios fenoldgicos de crescimento de P. gonoacantha
nas quatro estacdes. As classes de dap 1 a 5, correspondem, respectivamente, a 5 a 10 cm de dap, 10 a 15 cm, 15 a 20 cm, 20 a 25 cm e dap
> 25 cm. Médias com mesma letra ndo diferem pelo teste t para amostras independentes (p > 0,05).
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Tabela 1 — p-valores para o teste ¢ para amostras independentes aplicado para avaliar o efeito
estadio de crescimento (1 a 5) da P. gonoacantha no tamanho do halo inibicao bacteriana de

P. putida, S. aureus e S. pyogenes nas quatro estacdes do ano.

Bactéria Dap Dap
Dap 2 3 4 5 2 3 4 5
Outono Verao
P. putida 10,0000 0,0163 0,0081 0,0000 0,8375 0,5549 0,0022 0,0003
2 0,0036 0,0008 0,0512 0,4955 0,0052 0,0015
3 0,8568 0,0806 0,0020 0,0001
4 0,0226 0,7909
S. aureus 10,0041 0,0317 0,3257 0,5086 0,3266  0,9259 0,2001 0,6289
2 0,1649 0,0690 0,0144 0,2526 0,4220 0,0804
3 0,1188 0,1147 0,1493 0,6915
4 0,2396 0,0443
S. pyogenes 10,0014 0,0194 0,0019 0,0001 0,7543  0,9495 0,2667 0,9178
2 0,1267 0,6906 1,0000 0,6904 0,1092 0,8731
3 0,2235 0,0569 0,2531 0,8721
4 0,6264 0,3202
Inverno Primavera
2 3 4 5 2 3 4 5
P. putida 1 0,3009 0,4829 0,0169 0,2158 0,6788 0,0163 0,3932 0,5350
2 0,7028 0,1501 0,0193 0,0005 0,1281 0,1114
3 0,0573 0,0410 0,0683 0,0056
4 0,0001 0,6438
S. aureus 10,0034 0,1890 0,0001 0,1649 1,0000 0,4608 0,2167 0,0033
2 0,1220 0,3844 0,0351 0,4608 0,2167 0,0033
3 0,0163 0,7466 0,0169 0,0000
4 0,0016 0,0169
S. pyogenes 1 0,0032 0,0008 0,0007 0,0015 0,0007 0,0000 0,0001 0,0000
2 0,6900 0,8463 0,0203 0,2240  0,5078 0,0939
3 0,7927 10,0136 0,5490 0,4770
0,0158 0,2345

Em negrito sdo os casos com rejeicdo da hipdtese de nulidade para 5% de significancia,(p< 0,05).

Os resultados do teste t corroboram com a andlise descritiva, realizada previamente,

em que a primeira classe de diametro (dap 1) € mais significativa, e que a colheita das folhas

para o extrato deve ser evitada nas estacdes verao e outono para a inibi¢do de cepa bacterianas

de S. aureus. Na Tabela 2 sdo apresentadas as propor¢des de casos em que o tamanho do halo
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foi superior a 8 mm (p).

Tabela 2 — Propor¢ao de casos com halo > 8 mm (p) e de casos com halo < 8 mm (q), para as
bactérias P. putida, S. aureus e S. pyogenes nas quatro estacoes do ano.

Insucesso Sucesso

Bactéria Estacdo (< 8 mm) (> 8 mm) Total p q

P. putida Outono 2 43 45 0,9556 0,0444
Verdo 0 45 45 1,0000 0,0000
Inverno 0 45 45 1,0000 0,0000
Primavera 0 30 30 1,0000 0,0000

S. aureus Outono 33 12 45 0,2667 0,7333
Verdo 30 15 45 0,3333 0,6667
Inverno 0 45 45 1,0000 0,0000
Primavera 7 23 30 0,7667 0,2333

S. pyogenes Outono 16 29 45 0,6444 0,3556
Verdo 8 37 45 0,8222 0,1778
Inverno 3 42 45 0,9333 0,0667
Primavera 0 30 30 1,0000 0,0000

Fonte: Resultados da pesquisa, 2022.
A estatistica do teste (z) foi calculada para cada combinacao bactéria e estacdo do ano,
sendo estimado o p-valor para cada hipdtese avaliada (Ho: p = e versus Hi: p > o). O resultado

dessas andlises estd na Figura 3.
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Figura 3 — Estatistica do teste Z para cada combinacao atividade antibacteriana frente a P.
putida, S. aureus e S. pyogenes e a influéncia da estacao do ano.
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Nota: Estimativas de p-valor (eixo y) para a hipétese Ho: p = o versus Hi: p > o, sendo p a
propor¢do de casos com halo > 8 mm e e € a referéncia paramétrica (eixo x). Linha pontilhada

é o nivel de significancia para Ho avaliada pela estatistica Z =(p—0)//pg/n . As cores das

curvas indicam: outono (preto), verdo (vermelho), inverno (azul) primavera (amarelo).
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Considerando um valor paramétrico e = 50%, e que a hipé6tese do teste € de nulidade,
ou seja, com fins de rejei¢do, com base na linha de referéncia de 5% de significancia (linha
vermelha pontilhada), verifica-se que a hipdtese nula é rejeitada para P. putida e para S.
pyoenes, em qualquer estacdo do ano (p-valor < 0,05). Portanto as folhas de P. gonoacantha
podem ser colhidas em qualquer estacdo do ano. A rejei¢cdo de Ho ocorreu, também, para S.
aureus nas estacoes inverno e primavera. Portanto, se a propor¢do de casos de efetividade (halo
> 8,0 mm) igual ou menos a 50% nao for suficiente, a coleta de biomassa de folhas do Pau
Jacaré deveria ser evitada nas estagdes outono e verao, para o caso de produgdo de extratos para
terapias onde hd colonizacdo por S. aureus.

Foi realizado o teste para verificar a concentracio inibitéria minima com o extrato
coletado na estac@o inverno, da classe diamétrica 1, devido a melhor atividade antibacteriana.
A CIM do extrato frente as trés bactérias foi definida como a menor concentracdao do extrato
que inibiu completamente o crescimento da bactéria, ou seja, em que nao houve a formagdo de
halo de inibi¢ao. O extrato de Piptadenia gonoacantha apresentou uma CIM igual a 62,5 mg/mL
frente a bactéria S. aureus, 15,62 mg/mL para a S. pyogenes e 31,25 mg/mL para P. putida.

Além disso, realizou-se a avaliag¢do da toxicidade do extrato de Piptadenia gonoacantha
frente a Artemia salina. Através da regressao linear obtida pela porcentagem de larvas mortas
e a concentracdo do extrato de Piptadenia gonoacantha, foi estimada uma DLsy de
243,78.103ug/ml. Por meio dos resultados podemos inferir que o extrato da espécie em estudo
ndo apresenta valores toxicos, uma vez que, o valor da dose letal média para Artemia salina
estava abaixo do limite de referéncia que é acima de 1000ug/mL'° (Figura 2). O extrato
pesquisado apresenta um efeito antibacteriano em doses nao toxicas, pois os valores estdo muito

abaixo da dose letal calculada no teste de toxicidade.

DISCUSSAO

Piptadenia gonoacantha é uma espécie arboérea, da familia Fabaceae, com ripido
crescimento foliar, nativa da Mata Atlantica no sul e sudeste do Brasil. Popularmente a espécie
estudada é conhecida como “pau jacaré¢”. Em estudos anteriores com extratos da espécie, foi
verificado seu potencial inibitério do crescimento frente a microrganismo e acdo anti-
inflamatério. '

Neste trabalho, foram estudadas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como parte
do esforg¢o recorrente entre os cientistas de encontrar alternativas vidveis para a inibi¢ao da acao
antimicrobiana. Tal esforco é necessdrio, uma vez que, a OMS divulgou em 2017, uma lista de

bactérias que necessitam urgentemente de novos antibi6ticos.!!
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Nas ultimas duas décadas, apenas duas novas classes de antibidticos foram
desenvolvidas e autorizadas por agéncias de saude internacionais e ambas sdo direcionadas para
o combate de bactérias Gram-positivas. A dltima classe de antibidticos descobertas que sao
efetivas contra bactérias Gram- negativas foram descobertas em 1962.!? Assim, estudos como
este sdo importantes por trazer novas possibilidades ao tratamento tradicional, haja vista que os
fitoterapicos expandem os recursos terapéuticos oferecidos aos pacientes, muitas vezes, por um
custo mais baixo. !

Na lista divulgada pela OMS, se encontra uma das bactérias desse estudo, a
Staphylococcus aureus, classificada como prioridade alta para a descoberta de novos
antibidticos. Ou seja, a literatura sugere que para esta bactéria seja dificil encontrar antibidticos
eficazes. Isto € corroborado pelos resultados aqui encontrados, haja vista que foi a bactéria em
que o extrato teve sucesso em apenas uma estacdo do ano.!! Corroborando a dificuldade de se
encontrar antibiéticos com eficdcia frente a Staphylococcus aureus, os resultados desse trabalho
identificaram esta bactéria como aquela mais exigente para a produ¢do de um extrato que seja
eficaz na a¢do antimicrobiana.

Os resultados para S. aureus sio corroborados pelo trabalho'8, que evidenciou a eficicia
de diferentes formulacdes contendo extratos de Piptadenia gonoacantha na inibi¢do desta
bactéria. Importa destacar, que as bactérias analisadas neste trabalho, que apresentaram
sensibilidade frente ao extrato estudado, sdo causadoras de infec¢des cutineas.'” Logo,
considerando que houve inibicdo antimicrobiana considerdvel, as evidéncias reportadas por '8,
corroboram os resultados aqui encontrados.

Os constituintes bioativos mais reconhecidos por seus efeitos antimicrobianos sao 0s
compostos fendlicos, flavonéides, taninos, terpenéides e os compostos quindnicos.?’ Dentre
eles destaca-se a rutina, um flavonoide, que é extensamente encontrada na natureza, inclusive
em quantidade consideravel nas folhas da P. gonoacantha. Este composto apresenta diversos
efeitos bioldgicos relatados na literatura, tais como: atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antiviral, vasodilatadora e citoprotetora 22210,

Diversos trabalhos estdo sendo realizados em busca de compostos farmacoldgicos e
alternativas naturais com atividade antimicrobiana para o tratamento de lesdes e cicatrizagdo,
explorando a diversidade de plantas e seu potencial terapéutico. 2***%> Estudos?® avaliaram a
atividade antibacteriana do extrato de Qualea parviflora Mart. (Pau-terra) e do extrato de

)?7 avaliaram do Caryophyllus

Rosmarinus officinalis L. (alecrim), e Guimaraes et al. (2017
aromaticus L. (cravo-da-india), ambos estudos verificando a capacidade frente as cepas Gram-

negativas e Gram-positivas. Os dois estudos mostraram a capacidade inibitdria desses extratos
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sobre o crescimento das cepas avaliadas. Corroborando com que novos medicamentos, de
origem natural, sejam considerados como op¢des terapéuticas importantes 5.

Foram encontrados resultados para a efetividade dos extratos de Piptadenia
gonoacantha frente as bactérias S. pyogenes e P. putida. No entanto, ha estudos que evidenciam
concentragdo inibitdria satisfatéria dessas bactérias utilizando plantas medicinais, como a
utilizacdo de Passiflora edulis, que apresentou atividade antibacteriana contra a bactéria S.
pyogenes *°, e a Passiflora foetida, que apresentou bons resultados antibacterianos tanto contra
a P. putida quanto contra a S. Pyogenes. *°

Com relacdo a classe de didmetro estabelecida para colheita das folhas, os resultados
indicam a classe 1 (5 a 10 cm) como sendo a de maior eficiéncia na inibi¢do do crescimento
bacteriano. Ou seja, sdo indicadas arvores mais jovens com menor altura, 0 que por sua vez
facilitaria o manejo durante o extrativismo sustentavel. Caso fosse produzido em larga escala,
ndo teria que esperar um longo tempo para realizacdo da coleta, pouco tempo de crescimento,
espaco reduzido no plantio, além de rdpida regeneracdo natural, que sdo caracteristicas
importantes para escala industrial e reflorestamento com a espécie. >

Estudos anteriores com extratos de P. gonoacantha, apds andlises fitoquimicas,
constatou que o flavondide rutina estava entre os compostos de maior concentragao no extrato.
Avaliando a influéncia da sazonalidade, a estacdo verdo apresentou maior concentracdo de
rutina e a estagdo inverno a menor concentracdo em extratos hidroalcodlicos (80%) de P.
Gonoacantha.” Se compararmos com os resultados do trabalho de Faria (2021)°, podemos
afirmar que a rutina ndo pode ser usada como marcador biolégico para atividade antibacteriana
do extrato estudado, j4 que na estacdo inverno foi observada a melhor atividade contra as
bactérias testadas.

A toxicidade do extrato também foi avaliada, onde apresentou resultados dentro dos
padrdes esperados, uma vez que se o teste frente a Artemia salina, apontam valores abaixo de
500 pg/mL para substancias toxicas, de 500 pg/mL a 1000 pg/mL para toxicidade moderada e
acima de 1000 pg/mL, atoxicidade. O material analisado se encontra nesta terceira categoria,
sugerindo um produto ndo téxico.'> Outros trabalhos com a espécie P. gonoacantha também
asseguram a baixa toxicidade do extrato e de formulacdes a base das folhas de Pau Jacaré.?!!

Os resultados referentes a acdo da Piptadenia gonoacantha nas diferentes estacdes do
ano, bem como a classe de diametro mais adequada para a colheita das folhas para o extrato sao
as principais contribui¢des deste trabalho, pois trata-se de um estudo com abordagem inédita.

Além disso, foi utilizada cepas bacterianas de P. putida que possui escassos estudos com

avaliacdo da acdo de plantas medicinais em sua inibicao.
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CONCLUSOES

Os extratos das folhas de Piptadenia gonoacantha apresentaram ac¢do antibacteriana
frente Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, e Pseudomonas putida. Entretanto, ndo
revelou resultados positivos frente as cepas de Escherichia coli e a Salmonella. A estagdo mais
propicia para a colheita é o inverno, sendo S. aureus a espécie bacteriana em que o efeito da
sazonalidade foi mais relevante. Dentre as classes de didmetro avaliadas, a mais favoravel foi a
primeira, onde as darvores possuiam de 5 a 10 cm de dap. Isto demonstra uma possibilidade de
colheita em um menor periodo de tempo, e em pequenos espacos, favorecendo a producdo em
larga escala e o reflorestamento da espécie.

Os resultados satisfatorios obtidos no estudo constituem em uma motivacao para o inicio
das etapas de validacdo pré-clinica do extrato como novos farmacos potenciais para o
tratamento de processos infecciosos e inflamatoérios cutaneos.

Este artigo € parte da dissertacao de mestrado profissional de Gisele Carvalho Mendes

pela Universidade Federal de Vicosa — UFV.
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Apresentacao

O uso indiscriminado de antimicrobianos tem proporcionado
uma pressao seletiva de microrganismos frente aos farmacos.
Portanto, esta cartilha tem como objetivo ressaltar a
importancia dos produtos naturais como uma alternativa
para inovagOes farmacologicas antimicrobianas, bem como o
clima pode influenciar na eficacia destes produtos.

Embora o uso de plantas medicinais seja uma pratica antiga,
existe uma infinidade de plantas que nao foram totalmente
exploradas quanto ao seu potencial para producdo de
medicamentos, como por exemplo, a espécie Piptadenia
gonoacantha, uma arvore largamente distribuida por todo o
territério brasileiro, e que sera descrita nesta cartilha.
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A espécie Piptadenia gonoacantha,
mais conhecida como "Pau-jacaré",
tem revelado uma oOtima fonte de
COMpPOstos antimicrobianos.

Estudos sobre a melhor estagdo |
climatica para colheita e se o diémtero
a altura da peito (dap) influenciam .na
sua atividade antibacteriana sdo @
importante  melhor  utilizacdo da #Es
espécie e aprimorar a qualidade dos
produtos naturais.

A colheita sendo realizada em arvores de menor altura
diminui a area de plantio e ajuda no reflorestamento da
espécie. Fatores importantes que favorecem a utilizacao da
Piptadenia  gonoacantha como precursor de novos
farmacos.

N
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Influéncia do clima e tamanho da planta na
atividade antibacteriana

INVERNO
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Vantagens de antimicrobianos‘
a base de plantas

e Podem ser usadas em combinagcdao com antibidticos
convencionais.

Maior seguranga em termos de efeito colateral.

Nao ha relatos de resisténcia bacteriana.

Bioativos disponiveis mais facilmente se comparado a
moléculas sintéticas.

e Extensa variedade de moléculas para tratamento de
patologias.

A @

N
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Com isso...

O processo de desenvolvimento de um novo
medicamento é desproporcional ao avango
acelerado da resisténcia bacteriana. Ou seja,
bactérias resistente surgem bem mais rapido do
que um medicamento para combaté-la.

As plantas medicinais sdo uma alternativa viavel
economicamente e com grande potencial terapéutico. Porém,
COmoO 0S componentes ativo das plantas sdo variaveis,
compreender a melhor o crescimento do vegetal e a época
adequada de colheita garantem uma maior seguranca de sua
utilizacao para fabricao de formula¢c8es farmacéuticas.

Vale ressaltar que o controle de gualidade de
fitoterapicos é imprescindivel no meio comercial,
POIS muitas espécies vegetais sdo vendidas sem
quaisquer garantia de qualidade, favorecendo,
desde a venda de espécies falsificadas, até o
armazenamento inadequado durante a sua
h comercializacgao.
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ANEXO A - Comprovante de submissao do artigo na Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical.
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APENDICE A — Resumo grifico das etapas realizadas no teste de atividade
antibacteriana.
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